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The invention concerns aqueous phaxmaceuhcal preparations of G-CSF which are stable on storage and which contain at least one 
bufier selected from the group comprising acetic acid, lactic acid, citric acid, maleic acid, phosphoric acid and their salts or a ranin e and 
its salts at a concentration of up to 100 nMoi/L 

(57) Znsammenfassung 

Gegenstand der vcrliegenden Erfindnng sind lagerstabiJe wassri-e phannazeutischc Zubcrcitungen von G-CSF, die zur Stabilisicrang 
mmdestens einen Puffer ausgcwahlt aua der Grnppe Essigsaure, Milchsanrc, Citronensaure, Maleinsaure, Phosphoxsaurc und dcren Salze 
odcr Arginin und seiner Salze in einer Konzentratictt von jeweils bis zn 100 mMol/I enthalten. 
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Laqerstabile wafttiqe pharmazeutische Zubereitunqen von G-CSF 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind lagerstabiie wassrige pharmazeutische 
Zubereitungen von G-CSF, die zur Stabilisierung mindestens einen Puffer ausge- 
wahlt aus der Gruppe Essigsaure, Milchsaure, Citronensaure, Maleinsaure, Phos- 
phorsaure und deren Salze Oder Arginin und seiner Salze in einer Konzentration 
von jeweiis bis zu 100 mMoI/l enthalten. 

Verschiedene pharmazeutische Zubereitungen, die G-CSF (Granulozyten- Kolonie 
stimmulierender Faktor) enthalten, sind bereits aus dern Stand der Technik bekannt. 

In DE 37 23 781 (GB 2,193,631) wird ein G-CSF-haltiges Arzneimittel beschrieben, 
das zur Stabilisierung von G-CSF mindestens ein pharmazeutisch vertragliches 
grenzflachenaktives Mittel, Saccharid, Protein oder eine hcchmoiekulare Verbin- 
dung enthalt Es werden dort Zubereitungen vorgeschlagen, die Humanserum- 
aibumiri als stabilisierendes Mittel enthalten. Als varteilhaft werden insbesondere 
Zubereitungen genannt, die oberflachenaktive Mitte! in Gewichtsanteilen enthalten, 
die dem 1-10 OOOfachen der eingesetzten G-CSF-Menge entsprechen. 

in EP 0 373 679 werden stabilisierte Zubereitungen von G-CSF beschrieben, die 
sich im wesentlichen durch einen sauren pH-Wert der Losung auszeichnen, wobei 
die Losungen eine moglichst gerihge Leitfahigkeit aufweisen. Die Losungen weisen 
einen pH-Wert von 3 - 3.7 auf t falls die Losungen weitere pharmazeutische Hitfs- % 
stoffe, wie beispielsweise Puffer oder Mannitol enthalten. Fur den Fall, daS keine 
Puffersubstanzen in der Arzneiform vbrhanden sind, werden pH-Bereiche von 2,75 - 
4 als vorteilhaft beschrieben. 

In EP 0 306 824 werden stabilisierte Lyophilisate van Humanprotein-Praparaten 
beschrieben, bei denen die Stabilisierung durch Zusatz eines Gemisches von 
Hamstoff, Aminosauren und Detergens erfolgt 
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In derfruheren PCT-Patentanmeldung PCT/EP92/01823 wird ein Verfahren zur 
Herstellung van G-CSF-haitigen, gut vertraglichen Arzneimitteln fur Infusions- und 
Injektionszwecke beschrieben. Die fltissigen Darreichungsformen zeichnen sich ins- 
besondere durch eine geringe Titrationsaciditat und geringe Pufferkapazitat aus. 
Die pH-Werte der beschriebenen G-CSF- haltigen Infusions- und injektionslosungen 
liegen im sauren Bereich von 3,8 - 4,5. 

Verfahren zur Herstellung von G-CSF-haltigen flussigen Arznerformen t die zusatz- 
lich Konservierungsmittel enthalten, sind bekannt aus PCT/EP92/01822. Die 
pH-Werte der pharmazeutischen Losungen liegen im sauren Bereich von 2,5 - 4,5. 
Die Stabilisierung von G-CSF wird dart im wesentlichen durch die Einstellung des 
fur G-CSF gunstigen sauren pH-Wertes und durch Zugabe einer Mischung von ver- 
schiedenen Aminosauren erreicht 

Die bisher bekannten Arznerformen fur G-CSF besitzen jedoch einige Nachteile. Die 
in DE 37 23 781 beschriebenen Zubereitungen enthalten pharmazeutische Zusatz- 
oder Hiffsstoffe, die aus medizinischer Sicht nicht ohne weiteres als unbedenkiich 
einzustufen sind. Polymere und Proteine besitzen im Hinblick auf ihre Eignung als 
pharmazeutische Zusatzstoffe aufgrund ihrer Herkunft und ihrer physikalisch- 
chemischen Eigenschaften ein gewisses Risikopotential. Proteine menschlichen 
oder tierischen Ursprungs sowie aus Zellkulturen gewonnene Proteine tragen ein 
potentielles Restrisiko viraler Verunreinigungen. Auch andere, analytisch schwer 
nachweisbare proteinartige Verunreinigungen konnen wegen ihrer antigenen Eigen- 
schaften immunoiogische Reaktionen.beim Menschen hervorrufen, Proteine tieri- 
schen Ursprungs konnen daruber hinaus generefl aufgrund ihrer species-spezi- 
fischen Bgenschaften immunoiogische Reaktionen beim Menschen auslosen. Auch 
Langzeitreaktionen nach spaterer Reapplikation derartiger Proteine sind moglich. 

Der Zusatz von hochmolekularen Verbindungen kann ebenfalls problematisch sein. 
Polymere sind aufgrund ihrer groSen Molekulmasse im Korper akkumulterbar und 
konnen somit, falls kein Bioabbau erfolgt, uber lange Zeit im Korper verbleiben. Dies 
ist besonders bei subkutaner Applikation zu befurchten, da der Abtransport und 
die Verteilung durch den Blutstrom gegenuber intravenaser Gabe stark verlangsamt 
erfolgt. In Abhangigkeit von der Molmasse konnen Polymere auch antigene Eigen- 
schaften aufweisen. Auch ist die Reinheit von Polymeren aufgrund der zur Her- 
stellung verwendeten Katalysatoren oder des Vorhandenseins von Monomeren 
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und anderen Polymer-Bruchstucken schwierig zu gewahrleisten. Der Einsatz von 
Polymeren beiflussigen pharmazeutischon Darreichungsformen, insbesondere bei 
'subkutan applizierbaren ArzneifQrmen ist sorriit, wenn moglich, zu vermeiden. 

Die in DE 37 23 781 beschriebenen Tensidmengen sind aus medizinischer Sicht 
ebenfalls als probiematisch anzusehea Dort werden Tensidkonzentrationen als 
vorteilhaft beschrieben, die bezuglich der Gewichtsanteile von G-CSF 110000 Ge- 
wichtsanteiie eines oberflachenaktiven Mittels enthalten. Betrachtet man anderer- 
seits die fur den kiinischen Gebrauch bevorzugten Anwendungskonzentrationen 
von G-CSF von 0,05 - 1 f 5mg/ml in den fertigen Arznerformen, so ergeben sich ent- 
sprechend hohe Tensidkonzentrationen. Diese sind aus medizinischer Sicht zu ver- 

meiden, da sie lokale irritationen auslosen konnen. 

■ 

Die oben beschriebenen Formulierungen haben den Nachteil, daB sie aufgrund des 
angewandten niedrigen pHWertes insbesondere bei subkutaner Anwendung zu lo- 
kalen Unvertraglichkeiten beim Patienten fuhren. Das erhaftene Produkt kann bei 
empfindlichen Patienten zu Schmerzen und lokaler Gewebereizung fuhren, da der 
im Gewebe physiologisch vorliegende Bereicb von pH 7,0 - 7,5 nicht eingehalten 
wird. 

■ 

Aus der Literatur ist femer bekannt, daG insbesondere nicht glykosilierte Formen 
von G-CSF gegenuber glykosiiierterh GCSF, das aus CHO-Zellen gewonnen wird, 
besonders instabil sind (J. Biol. Chem. 1990, 265, 11432). Die Stabilisierung von 
nicht glykosilierten Formen von G-CSF ist deshalb besonders schwierig und bedarf 
spezieN ausgewahlter MaGnahmen, urn dieses Molekui in einer stabiien Arznerform 
zu formulieren. 

Ais wesentiicher Nachteil von fiussijgen G-CSF-haltigen Arznerformen wurde dar- 
uberhinaus jedoch festgesteilt, daG sie vor allem bei langerer Lagerung oder im 
Verlauf des Transportes auf den Vertriebswegen relativ ieicht zur Bildung von Tru- 
bungen neigen. Insbesondere hat sich gezeigt, daG die applizierbaren Losungen 
eine erhdhte Empfindlichkeit gegenuber mechanischem StreG aufweisen. Mechani- 
sche Belastungen, wie beispielsweise Schutteln der Losung, kann wahrend des 
Transportes derflussigen Arzneiformen in vieffaitiger und unkontrollierbarer Weise 
auf sie einwirken. Auch bei der AnwSridUhg durch den Arzt, medizinisches Personal 
oder den Patienten konnen falsche Hahdhabung und damit moglicherweise mecha- 
nische Belastungen der in Ampullen od£r Vials abgefullten pharmazeutischen Lo- 
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sung nicht mit Sicherheit ausgeschiossen werden. Dementsprechend ist die Ro- 
bustheit gegenuber mechanischem StreB ein Qualitatskriterium fur Proteinarzneimit- 
teL MaBnahmen zur Aufrechterhaltung der Stabilitat von G- CSF gegenuber me- 
chanischer Belastung wurden in der Literatur bislang nicht beschrieben. Nach ubli- 
chen Verfahren hergesteilte flussige Zubereitungen von G-CSF weisen zwar eine 
ausreichende Stabilitat selbst bei Lagerung unter erhohten Temperaturen auf, je- 
doch ist die Stabilitat derartiger Rezepturen gegenuber mechanischer Belastung 
nicht in alien Fallen befriedigend. Insbesondere treten haufig sichtbare Trubungen 
der Arzneiiosungen auf, die durch die Bildung von Dirneren oder Aggregaten von 
G-CSF hervorgerufen werden. Derartige Veranderungen der flussigen Arzneifarmen 
wirken sich vor allem negativ auf die Menge des in der einzelnen Darreichungsform 
enthaltenen aktiven Wirkstoffes aus und sind aus medizinischer Sicht moglichst zu 
vermeiden. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, eine stabile flussige Arzneiform fur 
G-CSF zur Verfugung zu stellen, die eine ordnungsgemaBe Anwendung von G-CSF 
als Arzneimittel ermogiichL und die oben beschriebenen Nachteile der bisher be- 
kannten Arzneiformen nicht aufweist Die pharmazeutische Zubereitung sollte ins- 
besondere langfristig lagerstabil, stabil gegenuber mechanischer Belastung, physio- 
logisch gut vertraglich, einfach handhabbar und exakt dosierbar sein. Sie sollte ins- 
besondere einen physiologisch vertraglichen pH-Wert aufweisen. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB man im Sinne der vorliegenden Erfin- 
dung stabile wassrige pharmazeutische Arzneiformen herstellen kann, wenn man 
als Zusatzstoffe eine Puffersubstanz ausgewahlt aus der Gruppe Acetat Lactat, 
Citrat, Maleat oder Phosphat einsetzt. Diese werden vorteilhaft in einer solchen 
Menge eingesetzt daB die Konzentration der jeweils ausgewahlten Puffersubstanz 
in derfertigen applizierbaren Arznerform, die in den Handel kommt von 2 bis zu 100 
mMol/l betragt Die so hergestellten Losungen sind uberraschenderweise weitge- 
hend stabil gegenuber mechanischer Belastung. Sie haben auBerdem den Vorteil, 
daB durch die getroffene Auswahl der Puffersubstanzen Losungen zur Verfugung 
gestellt werden kdnnen, die einen vorteiihaften pH-Wert von 4-5 oder 7-8 aufwei- 
sen, wahrend die aus dem Stand der Technik bekannten Losungen aus Stabilitats- 
grunden des Proteins vorzugsweise Losungen mit einem pH-Wert von 2,5 - 3,5 er- 
forderltch machten. 
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Die erfindungsgemaB hergestellten Zubereitungen besilzen auBerdem den Vorte.1. 
Zt frei von proteMarfigen Oder po^meren HHfsstoffen 3tnd deren Ver«ndung 
aus medizinischer Sicht prot.lema.isch sein kann. Aufgrund der Tatsaefie, daB ,nun- 
- mehr flussige G-CSF-hellige Araieiformen mil einem pH- Wert von 7 - 8, d.h mrt 
Tnem pH-Wert in der Nahe des pH-Werles dea Blutes (pH 7.2 - 7 4). hergastell. 
werder , konnen. besitzen sie ferner den Vorteil. gut vertraglich und wertgehend 
schmerzfrei applizierbar zu sein. 

Vorteilhaft iat ferner. da B aufgrund der gatroffenen Auswahl ^ HiBastoffe^ dia bisher 
bendtigten relativ hohen Tensidmangen in den flussigen Arzneiformer. ntcht mehr 
erforder.ich sind. Vielmehr aind niedrige Tensidmengen von 0.5 mg/m, oder^n,ger. 
vorzugsweise von 0,01 - 0.1 mg/ml, auareiohend zur Stabilisierung von G-CSF 
VorteLft konnen Tenaidkonzentrationen (mg/ml) venaendet werden, d,e Werner a a 

gieich der aingesetzten Proteinmenge an G-CSF pro Vo.umene.nhe,, 
(mg/ml) aind Dies isi vor atom be, solchen flQssigen AnWormen von Vortert, d,e 
- "aubUne Anwendung vor, G-CSF besflmmt aind. AuBerdem^rden^ durch 
Oie emndungsgemaBen MaBnahfhen insbeaondere die labiien «-*»T 
G-CSF-Molekula fur pharmazeuttsche Zubereitungen ausre,chend stab,. s,ert^ Durch 
die gezieit getroffene Auswahl der Hiifastoffe werden insgesamt sehr gut verfragh- 
che G-CSF-haltige *zneiformen zur Verfugung gesteiit. die bezughoh der Prote,n- 
stabilltit qualitativ hochwertige Zubereitungen darstellen. 

Die emndungsgemaBen G-CSF-haltigen Arzneiformen enthalten den VVflrkstoff in 
einer zur ErzieLg einea therapeuuachen Effektes auareichenden Menge^n der 
Kegel werden wirkatoffkonzentrationen von 0.01 - S mg/ml vervvendet vontugs- 
weise 0,1 - 1,5 mg/ml. .j 

ErfindungsgemaB werdan als pharmazeuflsche Hilfsatoffe und ^ ereute ^ en 
Isaigsaure Zifronenaaure. MilehaaUre. Maleinsaure und .^f™ 
pnyallogisoh vertraglichen Salze eingeselzt Bei der Herstellung der H.lfsston- 
SlTg Inen diese PuffersubaUhzen en^der in Form der snteprec*enden fre.en 
Saure Oder in Form der Alkali- . Erdiikalr- Oder Ammoniumsalze vorgegeben v»er- 
* n^Ba dam kann dia LSsung waiters pharmazeuUach Obliche Hilfsstoffe enth*- 
ten Die Remenfolge der Zugabe der verschiedenen Hilfsatoffe Oder des tMrkstofles 
Lei der Herstellung dar flusaigen mneiformen 1st weitgehend 
lich der erfindungsgemaB gefunderien iagerstebiiisierenden VVlrkung und Ue* ,m 
Ermessen des Fachmannes. Der gewunschte pH-Wert der Losung wtrd durch Zu- 
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i. h eisD ielsweise von Alkalihydroxiden, Erdalkalihydroxiden oder 
gabe von Basen, w.e be.sp.elswe.se vo y Natriumnvd roxid verwen- 

• u u,«^^oinnestellt Vorzugswe.se \wirdn.erzu Nainumnyui^ 

Ammon.umhydrox.d e.ngestellt ^ 9 prinzip.ell durch Zugabe von 

det Die Einstellung des gewunschten pH ; Werte ^ P J^; aemein Sal2e von sta rken 
—en Lasungen rnogiicn ,n 



ba sischen Losungen ^ n Natrium citrat, 
Basen mit schwachen Sauren .n Frage wie NaWumcartJonat FQr <* en FaiI - 

daG die pharmazeutische HJlfsstomosuny Rere : c h von 4 - 5 



die Bnsfcliung «M* ™a«°" T physi ; ogisch venxagtiche anorganische 

oder 7 - 8 erre.cht.st. Als Sauren konim p y Phospnor saure. 

Oder organische Sauren .n L6sungen von Substanzen. die 

E ssigsaure, ^onensaure ^er aiiger^n ^ ^ ^ sinne Sate 

oder Kaliumdihydrogenphosphat. 

Auc b A,ginin und seine Sate warden erfUrdungsgem^ als pnamrazeuesche 
Hilfsstoffe und Puffersubstanzen emgesetzt 

Oie Konz— - "^0^ 

M a,einsaure Oder Phcsph o^nn d^ferbg W ^ ^ vofgenannlen 

betragen jewei.s etwa 2-100 mM °™^ Hilfs5tofn asung haufig in Form 
Sauren bei der Herstellung der pharmazeubschen H .« 

ihrer Sa*e eingese*. werden und = n ££££ Uen-Konzen- " 

sandKonzentration der Puffersubstanzen etwa 5 - 40 mMol/1. 
* „a, sicb gezeigt da. besbmmte 

bevorzugi w ^ und pH 3 5 . 5 

mMol/l. insbesondere 1 0 - 30 mMOi/i. mcb 
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.1 

vorzugsweise 15 - 30mWlol/l betragt D,e pH-Werte der miss g 
hLbei vorteilhafte^ise im Bereich von e*«a 2.5 - 3,5 oder 7 7,5. 

• « i^nnrentration von 5 - 40 mMol/l eingesetrt. Die 
Ma ,eat wird vorzugswe.se „ ^afterweise in, Bereich von 

pH-Werte der flussigen Arzneiform liegen nieroe 

_ ~ r- 1 — "7.75 



etwa 2,5 - 3,5 oder 7 - 7,5. 



• • r wnn^ntraUoh von 5 - 80 mMol/l, vorzugsweise von 
Phosphat wird in e.ner KonzentraUon v Puffe rsubstanzen 

5 - 30 mMol/t. allein oder in Komb,nat '°^ Pn0 sphatpuffer ent- 

verwendet. Die pH-Werte der flussigen Arznerform . d,e al.em Ph P 

^^nw^ft^nweise im Bere oh von etwa 3,5 - 5 ooer / 
halt liegen vorteilhaTterweise »u o 

■ u, -a „nH Araininatratpuffer wird ebenfalis in einer Kon- 

Argininphospnat, ^ inl ^ nd ^^^0 rnMo,/i. eingesetzt Der 
wnn o - 1 00 mMol/L vorzugsweise ^ . -r _ r 



zentrtion von 2 - 1 00 mMol/l, vorzug Ue ^ bei etwa 7 - 8, 

pH-Werl der flussigen Zubereitung, die Arginmpun 



vorzugsweise bei 7 - 7,5. 

" ck beschriebene Auswahl von Puffersystemen bei physiologisch 
Die erfmdungsgemaS beschneDene «u* ^r—uehen Konzentrationen ist 

sungen von G-CSF sinnvoll und vdfte.lhaft 



K; , !e , ten mechanische Agitation ausgeubt wird 

(ScWitteta). ist tuerbe. die geaelte Wiswa _ Pu ffersysteme oder pH-Werte 

Werte «• Aus^h, nicW ^^^^ Iu einem ouaiita*- 

kann zur Ausbildung von Aggregatipnen, 
minderwertigen Produkt fuhren. 

r.wSri^sen ob die zur Herstellung der erfindungs- 
Es bleibt dabei dem Faohmann uberla Basen im Lyo - 

ponenten enthalten sind. 
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Aus den ernndungsgemaBen waBrigen Zubereitungen lessen sich durct, ' Cliche 

Lyophilisate, die Argininpuffer «m pH-Bereicn von 
Stunden haltbar sind. 

G-CSF-Vanante gem a abgeleitete dureh rekombi- nante 

menden Varianten ^J^^X^J^ SO ndere Fusionsproteine. 

r~ r :^^^^™™*^' n enma,ten - Besonders 

d,e neben M G-CS = *£rtn G . CSF ^ utei n mil einem N^erminalen Met-Res. 
b6 ™ St I" £^ in prokaryonbscnen ZeHen geeignet ist Ebenso 

r^Jne^™ U^e ~ — ' we. 

CT VbTc*^ 

S °L , "° ^nde^ihosauren ecsetzt sein konnen, v»obei die 

rs^sts^-*-- — Geei9ne,e G " CSF " 

Muteine sind beispielsweise in EP 0 456 200 beschneben. 

Zur Pr«ung der Stabiiita. der fiOssigen Arzneiformen W^™*™^!"**- 

gomeren und A 9 9 ;;^ n D '^ etektion Dlmeren und Aggragaten (z.B. 
den spazielleren Methoden zur D <^°" der Trubungsmethode nicht 

HPLC-Methoden) Oberlegen. da groSe Aggregate erford eriich. 

durch die si^. und so 

"I s^e^Vn. ™. Die Quanting von TrObungserscbei- 
m,t S'*erbe>t ertenn w streulichtphotemetern. etc. ie.cht 

nungen ,s. rmt Ergebnisse sich auch in die Anferderungen 

moglich. Die Bewertung derartiger crgeui.. 
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der Arzneibucher ubertragen, die z.B. Trubungseckwerte definieren, unterhalb derer 
Losungen als klar bzw. leicht getrubt angesehen werden konnen. 

Zur Herstellung gut vertraglicher parenteraler Arznerformen ist der Zusatz von iso- 
tonisierenden Hilfsstoffen zweckmaBig, wenn nicht durch die osmotischen Eigen- 
schaften des Wirkstoffes und der zur Stabiiisierung eingesetzten Hiifsstoffe bereits 
Isotonie erreicht werden kann. Dazu werden vor allem nicht-ionisierte, gut vertragli- 
che Hiffsstoffe, wie z. B. Mannit, Glycerol oder andere Zuckeralkohole eingesetzt 

lm Falle von G-CSF wird vorzugsweise Mannit eingesetzt, ohne daS dieses fur die 
Stabilitat von G-CSF wesentlich ist. Die Stabiiitat des Proteins ist in gleicher Weise 
auch in Mannit- freien Zubereitungen gegeben, jedoch sind die Losungen dann auf- 
grund ihrer mangeinden Isotonie weniger gut vertraglich. 

Der Zusatz von Salzen ist zur Einstellung der Isotonie nicht vorteilhaft, da hohe 
Salz- oder lonenkonzentrationen dte Ajggregatbildung von G-CSF fordern. Vorteil- 
haft werden deshalb Salze in geriirwjer Menge zugesetzt Die Pufferkonzentrationen 
sind so bemessen, dafi der pH-stabilisierende Effekt zwar erreicht die lonenstarke 
jedoch so gering ais moglich gehalteh wird. Die Pufferkonzentrationen liegen vor- 
zugsweise im Bereich von bis zu 80rriMol/l, besonders bevorzugt weniger als 
30 mMol/I. 

/* 

Au&erdem konnen die fertig appfizierbaren Injektionslosungen weitere ubliche 
Hiffs- oder Zusatzstoffe enthalten. Es konnen Antioxidantien, wie beispielsweise 
Glutathion, Ascorbinsaure oder ahnfiche Substanzen, chaotrope Hiifsstoffe, wie bei- 
spielsweise Hamstof f, und A rninosaure n, wie beispielsweise Arginin, Ly sin, O rnithin, 
u.a. zugesetzt werden. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von reprasentativen Ausfuhrungsbeisptelen 
naher beschrieben: 
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Beispiel 1: 

Aligemeines Verfahren zur Hersteilung der flussigen Arzneiformen 

w 

Die in den Beispielen verwendeten Losungen von G-CSF wurden hergestellt, indem 
die beschriebenen Hilfsstoffe in Wasser fur Injektionszwecke gelost wurden, GCSF 
in der angegebenen Menge zugesetzt wurde und, falls notwendig, der pH-Wert mit 
einer kteinen Menge PufFerkomponente genau auf den Soilwert eingestellt wurde. 
Die Losungen wurden dann durch geeignete sterilisierte Membranfilter von 0,2 ^um 
Porenwerte filtriert und in Injektipnsflaschlein aus Glas der hydroiytischen Klasse \ 
abgefullt und mit steriien, teflonisierten Gummistopfen verschlossen. Die AbfuIIung 
erfoigte vorzugsweise unter Stickstoffbegasung. 

Beisoiel 2: 



Untersuchungsmethoden zur Stabiiitatsbestimmung 

Die verschlossenen und verbordelten Fiaschen wurden unter LichtausschiuB bei 

> 

definierten Lagertemperaturen gelagert und danach mit reversed phase HPLC 
(RP-HPLC), Gelchromatographie oder size exclusion Chromatographie (SEC HPLC) 
und Western Blot auf Proteinreinheit sowie das Auftreten von Aggregaten und Dime- 
ren bin untersucht Die angewandten Methoden lassen sich wie folgt beschreiben: 

2.1 Reversed phase HPLC 

Die RP-HPLC erfoigte unter Verwendung einer Nucleosil C18-Sauie 
(Fa. Knauer). Die mobile Phase bestand aus 0,12 % (v/v) Trffluoressigsaure 
(TFA)/Wasser (A) und 0, 1 % (v/v) TFA/Acetonitrii (B). Die Chromatographie 
wurde mit einer FluSrate von 0,5 ml/min unter Verwendung ernes linearen 
Gradienten von A nach B durchgefuhrt. 

Die Injektionsmenge betrug je nach Rezeptur 3 - 6^ug G-CSF. Die Auswertung 
erfoigte uber die Peakflache unter Verwendung eines extemen Standards bei 
einer Wellenlange von 214nm. 
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2.2 Size Exclusion Chromatoqraphie (SEC) 

Fur die SE-Chromatographie wurde eine TSK G 2000 SW-Trennsauie 
(7,5 x 300 mm) verwendet Die Trennungen erfolgten isokratisch bei Raumtem- 
peratur und einer FluGrate von 0,6ml/min in einem Phcsphatpuffer (22,2 mM 
Na 2 HP04; 107 f 7mM KH 2 P0 4 ; pH 6,2). Die Injektionsmenge betrug 3 - 6 y ug 
G-CSF. Die Auswertung erfolgte uber die Peakflache unter Verwendung eines 
extemen Standards bet einer Detektionsweilenlange von 214nm. 

2.3 SDS-Paqe/Western Blot 

3 ^ug rhG-CSF werden unter nichtreduzierenden Bedingungen auf ein 
1 2prozentiges Polyacrylamid-SDS-Gel gegeben und der Gelelektrophorese 
unterzogen, AnschlieSend werden die nach ihrem Molekulargewicht getrenn- 
ten G-CSF-Monomere, -Dimere oder -Aggregate durch Elektroblotting auf 
Nitrocellulose transferiert Durch Inkubation mit einem spezifischen polyklona- 
len biotinyiierten Anti-G-CSF-Antikdrper (PAK < GCSF >lgG) werden die 
Proteinbanden identifiziert und mitteis der Phosphatase-Technik unter Benut- 
zung von Streptavidin-alkalischem Phosphatasekonjugat (SA-AP-Konjugat), 
5-Brom-4-chlor-3-indoiylphosphat (BCIP) und Nitro Blue Tetrazolin (NBT) 
nachgewiesen. 

Die Bestimmung der prozentualen Monomeren-, Dimeren- bzw. Aggregat- 
anteile erfoigt durch laserdensitometrische Auswertung mit Hilfe einer 
rhG-CSF-Standardreihe. 

Z4 NFS-60 Bioassav (biologische Wirksamkeit) 

Die in vitro Aktivitatsbestimmuhg von G-CSF basiert auf der Messung von 
Zellzahlen in einer durch G-CSF stimulierten Zellkultur von NFS-60 Zeilea 

Unter geeigneten Bedingungen kahn die Dehydrogenase-Aktivitat der Zellen 
mit der Konzentration an G-CSF im Medium korreliert werden. Es werden ge- 
eignete Verdunnungen der G-CSF Pufferlosung hergestellt um einen einfach 
meQbaren Anstieg in der Dehydrogenase-Aktivitat zu erhalten. 
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Die Messung der Aktivitat' erfolgt dann photometrisch bei 570 und 690 nm, ge- 
messen wird die Reduktion des Tetrazolinium-Salzes MTT (getb) zu Formazan 
(blau). 

Die in vitro Aktivitat von G-CSF wird berechnet, indem die Daten der Probe 
gegen Standard nach der Methode der parallelen Linie verglichen werden. Die 
Auswertung erfolgt gemaS den Anforderungen der Ph. Eur. (VIII, 13). 

2.5 Photometrie OP 280 (Proteingehalt) 

•v.- 

Das G-CSF-UV-Spektrum hat ein Absorptionsmaximum bei 280 nm, das auf 
Seitenkettenchromophore wie Tryptophan-, Tyrosin- und Phenylalaninreste 
zuruckzufiihren ist Die Messung erfolgt irn Vergleich zu Placebo-Losungen 
mittels: 

UV-Spectrophotometer 

(z. B. Uvikon 810 P oder941, Kontron Instruments) 

Semi-micro Quartz Kuvetten, 500 Schichtdicke: 1 cm 
(z. B. Hellma, Suprasi!, Cat No. 104.Q02B-QS) 

2.6. Streulichtmessunq. Trubunosmessunq 

Die Messung erfolgt direkt an der unverdunnten Produktlosung in Glaskuvetten 
(Durchmesser 2 cm). Das von der Flussigkeit diffus abgelenkte Streulicht wird 
unter einem Winkei von 90 C gemessen. Gemessen wird im Vergleich zu 
Formazin-Standard-Suspensionen nach DIN 38404C2, die Angabe der Werte 
erfolgt in TE/F. Die Messung erfolgt an einem geeigneten Trubungsphoto- 
meter, z. B. LTP 5 (Fa. Dr. Lange, Dusseldorf), 
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Beispiel 3: 

Untersuchungen zur mechanischen Belastbarkeit (Turbiditat) 

G-CSF-L6sungen bei einer Konzentration von 0,5 mg/1ml wurden durch Dialyse mit 
den nachfolgend genannten Puffern hergestellt Zur Ermittlung der nach rnechani- 
schem StreS auflretenden Trubungen wurden Proben von jeweils 1 ml in Injektions- 
flaschen aus Glas der hydrolytischein Klasse 1 abgefullt und mit Stopfen verschfos- 
sen. Die Proben wurden 10Sek. bei maximater Intensitat auf Laborschuttlem (z.B. 
Firma Heidolph) behandelt Direkt riach dem mechanischen Strefivorgang folgte die 
Streulichtmessung mit einem Hitachi F4000-Fiuoreszenzspektrophotometer bei ei- 
ner EX- und EM-Wellenlange von jeweils 360 nm. Angegeben werden nachfolgend 
die Streulichtintensitaten bei 360nm in Abhangigkeit vom pH-Wert und der einge- 
setzten Puffer Die angegebenen Mblaritaten des Acetat- und Citratpuffers beziehen 
sich auf die vorgelegten Moiaritateri Essigsaure und Zitronensaure. Die entspre- 
chenden pH-Werte wurden mit Natronlaugen eingestellt PhosphaWCitratpuffer 
wurde durch Vorlegen der entsprechenden Menge Zitronensaure und pH-Einstel- 
lung mit Dinatriumhydrogenphosphat hergestellt. Phosphatpuffer wurden durch 
Vorlage der gegebenen Molaritaten an Natriumdihydrogenphosphat und Einstelien 
der pH-Werte mit Phosphorsaure bzw. Dinatriumhydrogenphosphat 
hergestellt 

Wie in Beispiel 1 angegeben wird eine flussige Arzneifomn von G-CSF hergestellt 
und der pH-Wert der Losung auf 4,5 eingestellt Die Zubereitungen enthalten im 
einzelnen die in der Tabelle 1 angecjebenen Bestandteile: 



Tabelle 1: G-CSF-Losungen mit pH 4,5 





Rezeptur 1 


_L_ 


Rezeptur 2 


G-CSF 


0,25 mg 


I 


0,25 mg 


Mannit 


25 mg 




25 mg 


Polysorbat 80 


0,02 mg 




0,02 mg 


Puffer 


Citrat/Phosphat 




Phosphat 




5 mMaj/j 




5 mMol/l 


Wasser 


ad 0,5 ml 


I 


ad 0,5 ml 


PH 


4 5 




4.5 
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Rezeptur 3 


Rezeptur 4 








G-CSF 


0,25 mg 


0,25 mg 


Mannit 




25 mg 


Polysorbat 80 


0,02 mg 


0,02 mg 


Puffer 


Phosphat 


Acetat 




5 mMo!7l 


10 mMol/i 


Wasser 


ad 0,5 mi 


ad 0,5 ml 


pH 


4,5 


4,5 



a) Erqebnisse bezuglich Proteinreinheit bei 
aihiqer Laqerunq 

Die Analysen der flussigen Rezepturen 1 - 4 durch RP HPLC, SEC HPLC und 
Western Blot zeigen, dali die Reinheit des unveranderten Proteins > 99 % be- 
tragt und keine Dimere Oder Aggregate von G-CSF nachweisbar sind, Diese 
Ergebnisse wurden erhalten nach Lagerung der Rezepturen 1-4 uber sechs 
Monate bei 4 - 8 °C, nach Lagerung uber vier Wochen bei + 30 °C und nach 
Lagerung uber vier Wochen bei + 40 °C. Die Ergebnisse zeigen, daB Losun- 
gen von G-CSF bei einem pH von 4,5 und unterschiedlichen Lagerbedingun- 
gen hinsichtlich ruhiger Lagerbedingungen als weitgehend stabii gekennzeich- 
net werden konnen. 

b) Erqebnisse bezuglich Proteinreinheit nach 
mechanischer Belastunq ... 

Die Auswahl eines Puffers und des geeigneten pH-Wertes der Losung fur die 
chemisch-physikalische Stabilitat bei ruhiger Lagerung ist jedoch unterschied- 
iich im Hinblick auf die Stabilitat nach mechanischer Belastung. Bei pH 4,5 ist 
diese Stabilitat in Acetat- und Phosphatpuffern gegeben, nicht aber in einer 
Puffermischung von Citrat/Phosphat Die erhaltenen Ergebnisse sind im ein- 
zelnen der foigenden Tabelle zu entnehmen: 
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Tabelle 2: 





Trubung nach 
6 Monaten bei 
4-8°C 


Trubung nach mechanischem StrefS 
direkt nach bei bei 
Hersteiiung 4-8 °C 40 °C 








Rez. 1 


keine 


stark stark stark 


Rez. 2 


keine 


keine keine keine 


Rez. 3 


keine 


keine keine keine 


Rez. 4 


keine 


keine keine keine 



Beispiel 5: 

Wie in Beispiel 3 beschrfeben wurden Losungen von G-CSF mit verschiedenen 
Puffersystemen und jeweiis 0,005 % (in Abb.2 und 3 0,05 %) Polysorbat 80 herge- 
stellt Fur jedes untersuchte Puffersystem wurden verschiedene Losungen mit un- 
terschiedlichen pH-Werten zwischen 2 - 7,5 in Abstanden von 0,5 pH-Einheiten her- 
gestellt (somit pro Puffersystem 13 Losungen). Nach den oben beschriebe- nen 
Methoden (Beispiel 3) wurde die mechanische Belastbarkeit der Losungen mitteis 
Streulichtmessung untersucht Folgende Puffersysteme wurden untersucht (Gehait 
an G-CSF und ubrigen Hilfsstoffe wie in Beispiel 3): 

5.1 Acetat 10 mMol/l 

5.2 Acetat 20 mMol/f 

5.3 Acetat 40 mMol/l 

5.4 Phosphat 20 mMol/l 

5.5 Phosphat/Citrat insgesamt 20 mMol/I, mit 10 mMol/l Phosphat 

5.6 Lactat 10 mMol/l 

5.7 Maleat 1 0 mMol/l 

5.8 Citrat20 mMol/l 

In Abhangigkeit des pH-Wertes der Losung eirfolgte die Messung des Streulichts 
nach erfolgter mechanischer Belastung. Die Ergebnisse sind den Abb. 1 - 4 zu 
errtnehmen. Fur jedes Puffersystem ist dort ein individueller Verlauf der 
pH-Trubungskurve angegeben. Citrat ist insbesondere im pH-Bereich von 
4 - 6,5 ungeeignet; Citrat/Phosphaf puffer im pH-Bereich von 4,5 - 6,5 unge- 
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eignet; Acetat im pH-Bereich von etwa 5-7 ungeeignet und Phosphat im 
pH-Beretch von etwa 5 -6,75 ungeeignet. Lactat verhalt sich wie Acetat, Maleat wie 
Citrat/Phosphat 

Beispiel 6: 

Untersuchungen zur mechanischen Stabilitat von G-CSF-L6sungen einer 
Konzentration von 0,35 mg/ml mit 0,5 mg/ml Tween 80 in Abhangigkeit von 
Pufferkonzentration und pH-Wert 

G-CSF-Losungen einer Konzentration von ca. 5 mg/ml wurden mit nachfolgend be- 
schriebenen Pufferlosungen auf einen Wirkstoffgehalt von 0,35 mg/ml verdunnt AHe 
Pufferlosungen enthielten 0,05 % Polysorbat 80. Die Pufferlosungen wurden herge- 
stellt, indem die jeweilige basische Salzkomponente in der angegebenen molaren 
Konzentration vorgelegt und mit der korrespondierenden Saure der pH-Wert auf 
den angegebenen Wert eingestellt wurde. Die so erhaltenen G-CSF-Pufferlosungen 
wurden in einer Menge von 10 ml in Injektionsflaschen aus Glas der hydro iytischen 
Klasse 1 eingefullt, miteinem geeigneten Stopfen verschlossen und 10 Sekunden 
bei maximaier Intensitat auf einem Laborschuttler (z. B. Fa. Heidolph) geschuttelt 
Nach einer Standzeit von ca. 10 Minuten wurde mit einem Streulichtphotometer 
(Meliwinkel 90 °C) der Firma Dr. Lange, Streulichtphotometer LTP 5 ein gegen 
Formazinstandard (Deutsches Arzneibuch) kaiibrierter Trubungswert ermittelt 

(TE/F). 



Tabelle 3a: Trubung der Losung ungeschuttelt 





Acetat 


Phosphat 


Citrat 




Puffer 


Puffer 


Puffer 




TE/F 


TE/F 


TE/F 


PH 7,5 


0,56 


0,58 


0,51 


pH7 


0,47 


0,51 


0,43 


80 mmol pH 5 


0,55 


0.47 


0,48 


pH 4,5 


0,36 


0,47 


0,46 


pH4 


0,39 


0,46 


0,41 


I pH 3,5 


0,3 


0,54 


0,41 
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Acstat 


rnospnat 


tjitrat 




Puffer 


Puffer 


Puffer 




Tp/c 






ii -jr c. 

pH 7,5 


0,57 


0,4 


0,45 


pH 7 


0,51 


0,37 


**** M*^ 

0,39 


40 mmoi pH 5 


. 0,62 


0.4 


0 r 48 


pH 4,5 


0,42 


0,58 


mam 

0,52 


pH4 


0,44 


0,41 


0,55 


• 4 A*. Ml 

pH 3,5 


0,42 


0,43 


0,37 


pH 7,5 


0,65 


0,39 


0,4 


pH7 


. 0,8 


0,46 


0,4 


20 mmoi pH 5 


0,62 


0,49 


0,39 


pH 4,5 


0,47 


0,42 


0.39 


pH4 


0,44 


0,43 


0,47 


pH 3,5 


0,49 


0,37 


0.38 


pH 7,5 


0,54 


0,43 


0,55 


pH7 


0,68 


0,38 


0,49 


10 mmoi pH 5 


0,42 


0,41 


0,55 


pH 4,5 


0,37 


0,45 


0.43 


pH4 


0,35 


0.36 


0,44 


pH 3,5 


0,4 


0,43 


0,42 


pH 7,5 


0,83 


0,57 


0,35 


pH7 


0,63 


0,37 


0,37 


5 mmoi pH 5 


0,65 


0,41 


0,42 


pH 4,5 


0,42 


0,4 


0,31 


pH 4 


0,4 


0,4 


0,64 


pH 3,5 


0,38 


0,48 


0.44 
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Tabelle 3b: Trubung der Losung geschuttelt 





Acetat 


Phosphat 


Citrat 




Puffer 


Puffer 


Puffer 




TE/F 


TE/F 


TE/F 


PH 7,5 


1,49 


0,74 


0,8 


pH 7 


1,94 


0.77 


0,79 


80 mmol pH 5 


0,73 


0,75 


2,8 


pH 4,5 


0,42 


0,68 


2.1 


pH4 


0,45 


0,57 


0,81 


pH 3,5 


0,32 


0,66 


0,57 


pH 7,5 


1,52 


0,7 


0,74 


pH 7 


1.24 


0,58 


0,57 


40 mmol pH 5 


0,8 


0,6 


1,69 


pH 4.5 


0,5 


0.64 


0.89 


pH 4 


0.63 


0,62 


0.89 


pH 3,5 


0,55 


0,64 


0,47 


pH 7,5 


2,2 


0,45 


0^57 


pH 7 


2,9 


0,6 


0,57 


20 mmol pH 5 


0,7 


0,77 


0,95 


pH 4,5 


0,55- 


0,48 


0,6 


pH4 


0,56 


0,5 


0,74 


pH 3,5 


0,43 


0.4 


0,55 


pH 7,5 


1,22 


0,59 


0.75 


pH 7 




0,46 


0,65 


10 mmol pH 5 


0,47 


0,51 


1,35 


pH 4,5 


0,43 


0,45 


0,59 


pH4 


0,47 


0,38 


0,58 


pH 3,5 


0,44 


0,51 


0.46 


pH 7,5 


2 


0,76 


0,48 


pH7 


1,4 


0,6 


0,69 


5 mmol pH 5 


0,47 


0,51 


0,69 


PH4.5 


0,43 


0,44 


0,44 


pH4 


0,47 


0,44 


0,81 


pH 3,5 


0,44 


0,5 


0.44 
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Aus den Daten geht hen/or, daS PhosphatpufFer im untersuchten pH-Bereich uber 
die gesamte Molaritat von 5-80 rnMol/f niedrige Trubungswerte zeigen, die unter 
mechanischer Befastung geringfugig ansteigen. 

Acetatpuffer 2eigen im pH-Bereich von 3,5 - 4,5 auch unter mechantschem StreB 
sehr geringe Trubungswerte. 

Citratpuffer sind geeignet irn pH-Bereich von 7 - 7,5 in Konzentrationen von 
5-40 mMol/l zu stabilisieren. 



Beispiel 7: 

Es werden flussige Rezepturen im pH-Bereich von 7,0 - 7,5 beschrieben, denen 
zum Tei! neben isotonisierenden Zusatz6n auch weitere Hiffsstoffe aus der Gruppe 
der Antioxidatien und chaotrope Hiffsstoffe zugesetzt werden. 



Zur Herstellung der nachfolgend genannten Rezepturen wurden die entsprechenden 
Hiffsstoffe in Wasser fur Injektionszwecke gelost, G-CSF wurde zugefugt und gege- 
benenfalls der pH-Wert durch geringe Mengen der entsprechenden Pufferkompo- 
nenten genau eingesteilt Die Losungen wurden durch einen steriiisierten Mem- 
branfilter mit der Porenweite von 0,2 ^um steriffiltriert und unter aseptischen Bedin- 
gungen in sterile Injektionsfiaschen aus Glas der hydrolytischen Klasse I gefuilt und 
mit sterilen, tefionisierten Gummistbpfen verschiossen. Die AbfuJIung fand unter 
Stickstoffbegasung statt Die verbordelten Injektionsfiaschen wurden unter Lichtaus- 
schluG bei definierten Lagertemperaturen bis zur Untersuchung gelagert Untersucht 
wurde mit den in den Beispielen 2 und 3 beschriebenen Methoden. 



Tabelle 4a: Flussige G-CSF Zubereitung; pH 7 




Polysor bat 
Mannit 
Puffer 



Glutathion 



40 mg 

Na 2 HP0 4 12H 2 0 
1,5 mg 



40 mg 1 40 mg 

Na 2 HP04l 2H 2 0 Na 2 HP04l2H 2 0 

1,5 mg 1,5 mg 

0,5 mg - 



Harnstoff 
Wasser fur 



ad 1 ml 



ad 1 ml 



5 mg 
ad ml 
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Tabelle 4b: Analysendaten zu Flussigrezepturen zu G-CSF bei pH 7 





Lagerung 4 Wochen bei 

4-8°C 
1 11 III 






Rez. 5 


> 99 % > 99 % 2,7 % 


Rez. 6 


99 % > 99 % 4,8 % 


Rez. 7 


> 99 % > 99 % 0,6 % 



I Reinheit unverandertes Protein in RP HPLC 

II Reinheit unverandertes Protein in SEC HPLC 
HI Dimeren/Aggregate in Western Blot 

Die Analysendaten aus Tabeile 4b zeigen, dad stabile Losungen bei pH 7 und der 
angegebenen Phosphatpufferkonzentration erhalten werden und die Reinheit des 
Proteins nach vier Wochen Lagierung weitgehend unverandert (> 99 %) beibehalten 
wird. 

Beisptel 8: 

♦ 

Es werden Losungen von G-CSF hergestellt, wobei eine Losung PhosphatpufTer 
enthalt und einen erfindungsgemaBen pH-Wert von 4,5 besitzt (Rezeptur 8). Zu 
Vergleichszwecken wird eine zweite Losung hergestellt, die einen pH-Wert von 6,5 
aufweist (Rezeptur 9). 

Zur Herstellung der Anzneistofflosungen wurden die Hiffsstoffe in Wasser fur Injek- 
tionszwecke gelost, dann wurde GCSF zugefugL Die Losungen wurden durch einen 
sterilen O^um Membranfiiter sterilfiltriert, in Vials der hydro lytischen Klasse I abge- 
fullt und diese mit einem Teflonstopfen verschiossen. Danach wurde 10 Min. mit ei- 
nem Laborschuttler (Fa. Heidolph) behandelL Untersucht wurde die Losung mit den 
in den Beispielen 2 und 3 beschriebenen Methoden. 



4 4 1 * 

I 
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Tabelle 5a: Zusammensetzung der Rezepturen 





Rezeptur 8 


Rezeptur 9 








G-CSF 


0 T 350 mg 


0,250 mg 


Tween 80 


0,1 mg 




Tween 20 




0,1 mg 


Humanserum- 




1 mg 


aibumin 






Mannit 


50 mg 


50 mg 


Phosphatpuffer 


5 mMol/l 


5 mMoi/l 


PH 


4,5 


6,5 


Wasser fiir 


ad 1,0 nil 


ad 1,0 ml 


Injektionszwecke 




* 



Tabelle 5b: Analytische Ergebnisse (Western Blot) 





Rezeptur 5 


Rezeptur 6 








ohne mechanische 
Beiastung 


0,8 % Dimere 
keine Aggregate 


1,1 % Dimere 
keine Aggregate 








nach mechanischer 
Beiastung 


1,1 % Dimere 
keine Aggregate 


2,7 % Dimere 
6,9 % Aggregate 



Aus den in der Tabelle angegebeneh Ergebnissen ist ersichtfich, dall auch der Zu- 
satz von Human-Serum-Albumin dte durdh mechanische Beiastung hervorgerufene 

A 

Aggregation und Dimerisierung des Proteins bei pH 6,5 nicht verhindern kann. Bei 
einem pH-Wert von 4,5 hingegen wifd eine gegenuber mechanischer Beiastung 
stabile Losung erhalten, auch wenn kein Humanserumalbumtn als Stabilisierungs- 
mittel vorhanden ist. 
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Eine G-CSF-lnjektionsiosung wurde hergestellt, indem man 0,35 mg/ml G-CSF in 
einer Losung von 50 mg/ml Manjtol, 0,1 mg/ml Polysorbat 80 und 0,5 mg Phosphor- 
saure, eingestellt auf pH 4,5 mit Natriumhydrogenphosphat unter Ruhren lost Her- 
stellung und Abfultung der Losung erfolgte unter Stickstoffbegasung. Die Ware Lo- 
sung wurde durch Filtration mitteis sterilisierter Membranfilter mit der PorengroSe 
0,2 urn steriffjitriert, anschiiefcend in Injektionsflaschen der hydrolytischen*Klasse 1 
abgefuilt und mit geeigneten Gummistopfen verschlossen. Die G-CSF-haltigen Arz- 
neizubereitungen wurden bei Temperaturen von + 4 bis + 8 sowie + 20 bis +25 C 
uber 9 Monate gelagert 



Tabelle 6: Langzettstabilitat bei 4 - 8 C 





3 Monate 


6 Monate 


9 Monate 










biol. Aktivitat 
80%- 125% 


entspr. 


entspr. 


entspr. 


Western Blot 
% Aggr. 
% Dimere 


n.n. 
< 1 % 


n.n. 
<1 % 


n.n. 
< 1 % 


SDS Page 

% Nebenpeaks 


< 1 % 


< 1 % 


< 1 % 


RP-HPLC 
Produktpeak 


> 99 % 


> 99 % 


> 99 % 


SEC HPLC 
Prod, peak 
Nebenpeaks 


> 98 % 
< 1 % 


> 98 % 
< 1 % 


> 98 % 
< 1 % 


Trubung TE/F 


0,7 


0.7 


0,7 


OD280 


0.359 


0,362 


0,357 
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Beispiel 10: 

G-CSF-L6sungen einer Konzentration von ca. 5 mg/ml wurden mit nachfolgend be- 
schriebenen Pufferlosungen auf einen Wirkstoffgehalt von 0 t 35 mg/ml verdunnt Al!e 
Pufferlosungen enthielten 0,05 % Polysorbat 80. Die Pufferlosungen wurden herge- 
stellt, indem Arginin in der angegebenen molaren Menge zwischen 5-80 mMol/I 
vorgelegt und mit Phosphorsaure oder Saizsaure Oder Citronensaure der pH-Wert 
eingestellt wurde. Die so erhaltenen G-CSF-Pufferiosungen wurden in einer Menge 
von 10 ml in Injektionsflaschen aus Glas der hydrolytischen Kiasse 1 eingefullt mit 
einem geeigneten Stopfen verschlossen und 10 Sekunden bei maximaler Intensitat 
auf einem Laborschuttler (z. B. Fa. Heidolph) geschuttelt Nach einer Standzeit von 
ca. 10 Minuten wurde mit einem Streulichtphotometer (MeBwinkel 90 °C) der Firma 
Dr. Lange, Streulichtphotometer LTP 5 ein gegen Formazinstandard (Deutsches 
Arzneibuch) kaiibrierter Trubungswert ermittelt (TE/F). 

In Tabelle 7 sind die Trubungsmitteltoerte der ungeschuttelten und geschuttelten 
Losungen dargestellL Die verschiedenen molaren Konzentrationen (5, 10 t 20, 40, 
80 mMol) an ArgininpufFersystemeri fuhren zu jeweiis gleichen Ergebnissen. 

Es ist festzustellen, daB Argininpuffer irn pH-Bereich von 7 r 0 - 7 F 5 ganz besonders 
gut stabilisierend gegen mechanischen Stress wirkt. Argininpuffer konnen beson- 
ders vorteilhaft in Losungen eingesetzt werden, die durch Auflosen von Lyophilisa- 
ten hergesteJIt werden. 



Tabelle 7: Trubungswerte mit Argininpuffer 



Puffer 


Arginin/ 
Phosphorsaure 


Arginin/ 
Saizsaure 


Arginin/ 
Citronensaure 


PH 7,5 


0,40 


0,42 


0,51 


PH 7,0 


0,43 


0,54 


0,76 


ungeschuttelt 








• . 








PH 7,5 


0,49 


0,62 


0,53 


pH 7,0 


0,58 


0,69 


0,84 


geschuttelt 









Mittelwerte Molaritat 5-80 mMol/I 
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Patentansoruche 



1. Stabile, waBrige pharmazeutische Zubereitung enthaitend G-CSF in einer thera- 
peutisch wirlcsamen Menge und mindestens eine Puffersubstanz ausgewahlt aus 
der Gruppe Essigsaure, Milchsaure, Citronensaure, Maieinsaure, Phosphorsaure 
und deren Saize oder Arginin und seiner Salze, wobei die Endkonzentration der 
Puffersubstanz in derfertig applizierbaren Losung von 2 bis 100 mMol/l betragt 

2. Zubereitung gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS die Konzentration 
von P^sphat 5-80 mMol/l betragt und der pH-Wert derfertig applizierbaren 
Losung auf Werte zwischen r etwa 3,5 - 5 oder 7^8 eingestellt ist 

3. Zubereitung gemafc Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS die Konzentration 
von Citrat oder die Konzentration von Maieat 5-40 mMol/l betragt und der pH- 
Werl der Losung auf Werte zwischen etwa 2,5 - 3,5 oder 7 - 8 eingestellt ist 

9 

4. Zubereitung gemaS Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dad die Gesamtkon- 

zentration von Phosphat und Citrat als Puffersubstanzen 5-40 mMol/l betragt 

^ „—--.-. 

und der pH-Wert der Losung auf Werte zwischen etwa 2,5 - 3,5 oder 7 - 8 ein- 
gestellt ist 

5. Zubereitung gemaS Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS die Konzentration 
von Acetat oder die Konzentration Lactat 5-80 mMol/l betragt und der pH-Wert 
der Losung auf Werte zwischen etwa 3,5 - 5 eingestellt ist 

6. Zubereitung gemaS Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daS die Konzentration 
von Argininphosphat-, Ar gininchlon d- oder Arginincitratpuffe r 5-80 mMol/l be- 
tragt und der pH-Wert der Losung auf Werte zwischen etwa 7-8, vorzugsweise 
7 - 7,5, eingestellt ist 

7. Zubereitung gemaS einem der Anspruche 1-6, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Losung eine Tensidmenge enthalt, die kleiner oder maximal gleich der ein- 
gesetzten Menge an G-CSF ist. 
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8. Zubereitung gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Losung eine 
Tensidmenge enthalt die maximal 0,5 mg/ml, vorzugsweise 

0,01 -0,1 mg/ml, betragt 

9. Zubereitung gemaB einem der Anspruche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Losung zusaizitch ubliche pharmazeutische Hilfsstoffe oder isotonisierende 
Mittel enthalt 

10. Zubereitung gemaB einem der Anspruche 1-9, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Losung frei von polymeren oder proteinartigen Hitfsstoffen ist 

1 1 . Verfahren zur Herstellung einer stabilen wassrigen pharmazeutischen Zuberei 
tung enthaitend G-CSF, dadurch gekennzeichnet, daB man eine pharrnazeu- 
tisch wirksame Menge von G-CSF mit mindestens einer Puffersubstanz aus- 
gewahit aus der Gruppe Essigsaure, Miichsaure, Citronensaure, Maleinsaure, 
Phosphorsaure und deren Saize oder Arginin und seiner Salze verseizt, und 
die Menge der Puffersubstanz derart wahlt daB die Endkonzentration der 
Puffersubstanz in derfertig applizierbaren Losung von 2 bis zu 100 mMol/l be- 
tragt 

12. Verfahren zur Stabiiisierung einer waBrigen pharmazeutischen Zubereitung 
enthaitend G-CSF, dadurch gekennzeichnet, daB man mindestens eine 
Puffersubstanz ausgewahft aus der Gruppe Essigsaure, Miichsaure, Citronen- 
saure, Maleinsaure, Phosphorsaure und deren Salze oder Arginin und seiner 
Saize in einer Endkonzentration von 2 bis zu 1 00 mMol/l in der fertig applizier- 
baren Losung als Stabilisierungfsmittel zur Vermeidung von Trubungen 
einsetzt 

13. Verwendung von Essigsaure, Miichsaure, Citronensaure, Maleinsaure, Phos- 
phorsaure und deren Salzen oder Arginin und seiner Saize zur Vermeidung 
von Trubungen im Fall von waBngen pharmazeutischen G-CSF-haltigen Zube- 
reitungen. 

14. Lyophilisat oder Pulver, hergestellt aus einer Zubereitung gemaB einem der 
Anspruche 1-10. 
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15, Zubereitung gemaB einem der Anspruche 1-10, hergestellt durch Auflosen 
von Lyophilisten Oder Pulvern gemaU Anspnjch 13 in Wasser oder waRrigen 
Losungen. 



PCT/EP93/03544 



1/3 



4000 
3500 - 
3000 - 
2500 - 
2000 - 



1500 - 
1000 - 
500 - 




pH-Wert 



o Acetat 10 mM 

■ Phosphat 20 mM 

v Phosphat/Citrat 20 mM 

• Citrat 20 mM 



WO 94/14466 



PCT/EP93/03544 



E 

c 



CD 



Ld 



X 
UJ 



in 



3500 



3000 



2500 



2000 



1500 



1000 



500 



3.5 



2/3 




4..0 



4.5 



5.0 



pH-Wert 



E 



to 
ro 



UJ 



"5 
7) 



3500 



O 3000 - 



2500 



2000 



UJ 1500 



1000 



Abbildung 3 




pH-Werf 



■ NaPhosphat/Citrat 
▼ Citrat 



v NaAcetat 
• NaPhosphat 



WO 94/14466 



3/3 



PCT/EP93/03544 



Abbildung 4 



E 

c 
o 

co 

Ui 



"5 



30G0 



2500 - 



2000 - 



1500 - 



1000 - 



-t 500 

on 




m 



CO 



to 

CN 
CO 




o in 

• • 
to • to 

-Weri 



in 

CM 



o HAc 10 mM 

v HAc 20 mM 

a HAc 40 mM 

□ NoAc 20 mM 



• Ciirat/Phosphot 20 mM 
■ Phosphat 20 mM 



FR.SATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 5 A61K37/02 A61K9/H 



A61K47/18 



Into. jQ*i Application No 

PCT/EP 93/03544 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEAR 



Minimum documentation searched (dnmfi cation system followed by rinrrifi cation symbols) 

IPC 5 A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents arc included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international yflr^h (name of data base and, where practical, search turns used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant Co claim No. 



PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 016, no. 289 (C-0956)26 June 1992 

& JP.A.04 077 434 (KAN J I TANAKA) • 11 March 

1992 

see abstract 

DE,A,37 23 781 (CHUGAI SEIYAKU K.K.) 21 

January 1988 

cited in the application 

see claims 

see examples 

E?,A,0 373 679 (AMGEN INC.) 20 June 1990 

cited in the application 

see claims 

see page 4, line 21 

see page 4, line 38 



1,7,10, 
13 



1-15 



1-15 




5(1 Farther documents are listed in the continuation of box C. 



m 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

'E* earlier document but pufaiiThcri on or after the international 
filing date 

*L* document which may throw doubts on priority elaim(s) or 
which is cited to establish the publican on date of another 
citation or other rprrial reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 



later document published after the international filing date 
or priority *1* f - and not in conflict with the apphcanon but 
cited to «* n rt< ** * t j rtrt the principle or theory underlying the 



document published prior to the international filing date but 
later than the prienry date claimed 



*X" document of particular relevance; the d aimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is ta k e n alone 

*Y" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is ^m^irr^A with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

9 March 1994 


Pate of mailing of the international search report 

i 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 22S0 HV Riiswijk 
TeL ( t 31-70) 340-2Q4Q, Tx. 31 651 epo ni. 
Fax (-r 31-70) 340- 3016 


Authorized officer 

Scarponi > U 



Potto PC7/I3A/213 (second sheet) (July 1993) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter. oat AppUca&oa No 

PCT/EP 93/03544 



C(Coniuna*on) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Gucan of document, with indication, where appropriate, of the relevant pacta ga 



Relevant to cUim No. 



EP,A,0 306 824 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 

15 March 1989 

cited in the application 

see claims 

see page 2, line 6 

see page 2, line 55 

see page 3, line 4 - line 8 

EP,A,0 528 314 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 

24 February 1993 

cited in the application 

see claims 1,3,11 

see page 4, line 32 - line 33 

see page 4, line 43 

see page 5, line 12 - line 2,1 

see page 5, line 44 - line 45 



1-15 



1-15 



Fona PCT/ISA/21Q (mnunnition of wsnd &fe«ct) (July 1993) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Patent document 
cited in search report 



inform inoa on patent family manners 



Publication 
date 



-nal Application No 

PCT/EP 93/03544 



Patent family 
mcuberfs) 



Publication 
date 



DE-A-3723781 


21-01-88 


AU-B- 


611856 


27-06-91 






AU-A- 


7566587 


21-01-88 






BE-A- 


1000253 


27-09-88 






Un A 


0/1X3/ 






- 


FR-A- 


2601591 


22-01-88 






GB-A , B 


2193631 


17-02-88 






JP-A- 


63146826 


18-06-88 






NL-A- 


8701640 


16-02-88 






SE-A- 


8702907 


19-01-88 






JP-A- 


63146827 


18-06-88 • 






Or n 




tT UD CO 







JP-A- 


63146828 


18-06-88 




EP-A-0373679 




20-06-90 


US-A- 


5104651 


14-04-92 






AU-B- 


621695 


19-03-92 






AU-A- 


4668989 


10-07-90 






UA A 




lo— uo-yu 






JP-T- 


3502808 


27-06-91 






W0-A- 


9006762 


28-06-90 


EP-A-0306824 


. M _ <M „» MMMt — — MM jj— ^ M M m -r 

15-03-89 


DE-A- 


3729863 


16-03-89 






AU-A- 


2173988 


27-04-89 






DE-A- 


3872334 


30-07-92 






JP-A- 


1071818 


16-03-89 






US-A- 


4992419 


12-02-91 


EP-A-0528314 


24-02-93 


DE-A- 


4126984 


18-02-93 






AU-A- 


2405292 


16-03-93 






WO-A- 


9303745 


04-03-93 



Form PCT/ISAV210 (patent fimily um«x) (July 1933) 



• *M». ... 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



A. KLASSmZIERUNC DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 5 A61K37/02 A61JC9/14 A61K47/18 



tatet. anslex Akxenzcichen 

PCT/EP 93/03544 



Nach der Intcrnationalca Patgpfldassifikanon (IPK) oder nach der 



Klassfikanon und der IPK 



B. RECHERCHEERTE GEBIETE 



Rechercbierter Mindcstproiitofl* (Klasaifflatic tf ttsy s O cm und K1 a *BfiVtti < 

IPK 5 A61K 



Rcchcrcnicrte xber nicfct zum MindestprOfAofT gehorade VcrofTe 



xowcit dicsc outer die rcchcrchicrten Gctrietc fallen 



Wain-end der 



(Name der Datenhanfc and evn. 



Suchbegrifle) 



C ALS WE5ENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



1 fUtegorie" 


Bezel chnung der VcraYTcntiidrang, sowdt erforderticb antcr Angabc der in Betracht konunenden Talc 


Betr. Ansnruch Nr. 


X 


PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 


1,7,10, 




vol. 016, no. 289 (00956)26. Juni 1992 


13 




& JP,A,04 077 434 (KANJI TANAKA) 11. Marz 






1992 






siehe Zusarnraenf as sung 




A 


DE,A,37 23 781 (CHUGAI SEIYAKU K.K.) 21. 


1-15 




Januar 1988 






in der Arnneldung erwahnt 






siehe Anspruche 






siehe Beispiele 




A 


EP,A,0 373 679 (AMGEN INC.) 20. Juni 1990 


1-15 




in der Anraeldung erwahnt 






siehe Anspruche 






siehe Seite 4, Zeile 21 






siehe Seite 4 f Zeile 38 











SWeitere VeroffentlicJiuagen and der Fortsdzung von Fcld C zn 
enmenmen 



Siehe Anhang PatentfimfTLe 



* Bescndere Kaiegori.cn von a agcgcb cacn Vcreflentnchungjca : 

*A* VerSfTenrtirfamg, die den aD gemei acn 5Und der Tcchnik de finier t, 
aber meat ais besonden bedeutsam ist 

'E* altera Dokumcnt, das jedocn erst am Oder nach den international en 
Anmddedatttm veroflcnilicnt warden ist 



Spatere YcroYTcndichting, die nach dem intcrnauonalcn AnmrMrrfitnim 



*L* VerdfTcathcbung, die geeimet irt, 

sen often zu Lassen, Oder dnrcn die das Vrrn fr mtitchiVn ^rfn turn oner 
anderen im ELccberchcnbericnt gtnannten V eroflcntfi cnua g belegt werden 
sou oder die ass einem anderen besocderea Grund angegeben ist C*ie 



PrioritStedattm vercoTcndicht warden ist und mil der 
Anmcldung nr g h t koilidiert, sondexn nor zuniVcistandsti dea der 
Ef ff mhm y yng fMWfi ^ tr ^g^ T y f^ n P rin ap s oder der ihr TM g nni rt Wt^ g f n dfn 
Tnconc angegeben ist 

*X* Vcro fTenti xcfaun g von besoaderer Bcdeutung; die bcanspruchte Erfimtnng 
fcann ailexn aufenmd dieser VeroiTendicnun g nicht alt ncu " ' 
TangjD 



"O* Vcraflcnttichungt die sich auf cine * n*y ** lKb? OfTcnbarung, 
m one Bcnxxczizng* cine Auutefluog oder t«*t » Matoafuaen btrgi^ht 
P" Verdffeaflichung, die vor dem inicxnadonalen Anmcldcdatum. aber nach 



"Y* VerogenPxcbang von besoaderer Bcdeutuag; die bcanspmcnte Erfindung 
kansx meat als auf crfindertscher Tingkeit berubend bctrachtet 
werden, worn die V eroflenil ir ham g ant oner oder mehreren anderen 
Vcrogcndtenttnya dieser Kategonc in Vertrindunc getaracn t wtrd und 
diesc Vc rtaa dung fin* ^n^n Facnmann Tt * >M H! g gc Trer iff 

ilie ist 



Datum des Abrchluow dcrimernanonalcn Recherche 

9. Marz 1994 


* S. 01 5^ 


NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, TbL 31 651 cpo nl, 

Fax ( + 31-70) 340-3016 


BcvoUinichn gtcr Bcdicnstcter 

Scarponi, U 



FcnaaUtt PCT/ISA^IO (BUtt 3) UuU 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNAT10NALER RECHERCHENBERICHT 



C^Foroeaang) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 
Kategoric* | BceidiauDg dcr Vavflcnllidnmg, nwdt erfardaticb unter Angabe dcr in Bcoractt fcoouncndca Tale" 




Nr. 



EP,A,0 306 824 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 

15. Marz 1989 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Ansprtiche 

siehe Seite 2, Zeile 6 

siehe Seite 2, Zeile 55 

siehe Seite 3, Zeile * - Zeile 8 



1-15 



P.X 



EP.A.O 528 314 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 
24. Februar 1993 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Ansprtiche 1,3,11 
siehe Seite 4, Zeile 32 - Zeile 33 
siehe Seite 4, Zeile 43 
siehe Seite 5, Zeile 12 ■ 
siehe Seite 5, Zeile 44 



1-15 



Zeile 21 
Zeile 45 



Fermfclnt PCT/1SA/219 (Fortntrwif von BUit 2) (Juii 1993) 



Seite 2 von 2 



* - « 



1NTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angabea ru VcrofTtnUicfaimgen. die zur sdbea Patcst£nmlie jchoren 



Im Recfaerchcnbericht 
angefuhrtw Patentdokumexit 

DE-A-3723781 



Datum der 
Ver often clichung 



EP-A-0373679 



EP-A-0306824 



atcr. xiAles 

PCT/EP 93/03544 



Mitglied(er) der 
PacentfunUie 



Datum der 
Veroffentiichung 



EP-A-0528314 



1 21-01-88 

^ &4 yo 


AU O 


D J.J.OOD 


97— flC— Q1 




AM— A — 
au a 


7CCCCQ7 


£1 Ux oo 




RP- A- 

DC A 




OO 




ru-A- 

A 


671 1 ^7 


13 UO air 




FR-A- 


2601591 


22-01-88 




GB-A,B 


2193631 


17-02-88 






A cone 


AO Uo go 




kji _i_ 


07ni£jin 
0/UxO<tU 


i c.n^.oo 
lfa-Ui:""oo 












.IP— A — 
ur A 




AO Uo oo 




wr a 




« UO oo 




JP-A- 


63146828 


18-06-88 


f 2Q-06-90 


US-A- 


5104651 


14-04-Q? 

X*T w*T -3^ 




AM-Q- 


wc. 1U 


17 w-J 




AM-A- 
AU A 




AU U/ jU 




PA— A — 
W\ A 


CUUSl'tO 


ID UO 3U 




JP-T- 


3502808 


27-06-91 




V0-A- 


9006762 


28-06-90 


15-03-89 


DE-A- 


3729863 


16-03-89 




. AU-A- 


2173988 


27-04-89 




DE-A- 


3872334 


30-07-92 




JP-A- 


1071818 


16-03-89 




US-A- 


4992419 


12-02-91 


24-02-93 


DE-A- 


4126984 


18-02-93 




AU-A- 


2405292 


16-03-93 




W0-A- 


9303745 


04-03-93 



Pomtlnt PCT/ISA/01 0 (Aoban* P»t»nlfkmili«)(Juli 1923) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



